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4 fi 要 : 本 试验 由 在 建立 纯 一 、 稳 定 的 山羊 毛 事 外 根 鞘 细胞 系 。 活 体 采 集 济 宁 青 山羊 立 羊 背 
5 ”部 皮肤 , 采用 机 械 分 离 与 酶 消化 相 结合 的 方法 , 分 离 外 根 峭 细 胞 ， 培 养 于 含有 表皮 生长 因子 
6 ”EGF)、 类 胰岛 素 生 长 因子 -1 (IGF- I )、 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 (bFGF) 和 氧化 可 的 
7 ” 松 的 无 血清 角质 细胞 培养 液 中 ， 置 5% CO 浓度 的 37 培养 箱 中 启动 原 代 培养 。 待 原 代 多 
8 ” 胞 长 成 良好 的 单 层 后 即 可 进行 传代 培养 , 细胞 经 传代 培养 至 第 8~10 代 时 , EE EGF, IGF- 


9 I, bFGF, AT HIRAM FBS 的 DMEM/F12 培养 液 进行 长 期 培养 。 选 取 传 至 第 40 代 的 外 


10 ，” 根 鞘 细 胞 进行 生长 特性 研究 与 染色 体 分 析 。 结 果 表 明 : 体外 培养 的 细胞 倍增 时 间 为 51.9h， 
11 ”培养 细胞 的 染色 体 数 仍 以 2n=60 为 主 ， 但 是 出 现 了 非 整 倍 体 性 染色 体 特征 ;免疫 细胞 化 学 
= 12 ”鉴定 结果 表明 ， 该 细胞 系 角 和 蛋白 19 表达 呈 阳 性 。 结 果 提 示 ， 本 试验 分 离 培 养 的 细胞 确 为 由 
一 13 ”山羊 毛 夺 干细胞 分 化 来 的 外 根 匡 细胞 ， 体 外 培养 的 山羊 毛 吉 外 根 某 细胞 系 得 到 了 成 功 建 并 。 
14 ”关键 词 : 毛 吉 外 根 蔓 细 胞 ， 细 胞 系 ， 济宁 青山 羊 ， 生 长 特性 ， 染 色 体 数目 


一 


15 PAKS: S826 
16 毛囊 Chair follicle) EKKEHARD ERAEKN Kae, RA 
17 ”独特 的 结构 、 合 成 多 种 特异 角质 蛋白 的 功能 以 及 周期 性 再 生 的 能 力 。 毛 时 在 形成 与 分 化 过 程 


= 18 ”中 至 少 涉及 到 20 余 种 不 同 的 细胞 群 , SE A FL EB A RR MR SE AER 


(S, 19 其中， 外 根 鞘 细胞 Couter root sheath cell, ORSC) 作为 一 种 重要 的 毛 守 上 皮 细 胞 ， 因 具有 高 


20 ，” 度 增生 的 潜能 , 在 毛发 再 生 、 伤 口 愈合 、 初 级 毛 宫 和 次 级 毛 吉 分 化 等 生理 过 程 中 均 起 着 重要 


21 ”作用 而 越 来 越 受 到 关注 。 
22 自 Wetering 等 明 利 用 经 钴 源 照射 后 的 牛 唱 状 体 包 膜 吉 作 为 支持 物 ， 成 功 诱导 人 毛 吉 外 根 
23 ，” 鞘 细胞 迁移 出 游离 毛 宫 以 来 ， 已 有 不 少 学 者 针对 外 根 鞘 细胞 体外 培养 体系 与 技术 进行 过 改 
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能 力 差 , 不 便于 进行 


步 的 看 


RIKEN. LS, 已 有 多 种 细胞 分 离 技术 和 绢 


胞 培养 


方法 运用 于 外 根 鞘 细胞 的 体外 培养 ， 其 中 ， 较 为 常用 的 培养 方法 有 2 种 : 一 种 是 将 分 离 的 毛 


RARE F 


液 制 成 


进行 原 代 培养 58， 另 一 种 则 是 利用 胶原 包 埋 法 ; 


MEX, 37 CF 


M+, 加 入 含有 10% FEBS 的 DMEM 培 养 液 进行 培养 ， 待 毛 圳 牢 


无 血清 的 DMEM 培 养 液 进行 培养 0。 以 上 2 种 方法 虽 均 


S7 


酶 消化 处 理 后 ， 用 含 10% 胎 牛 


胞 悬 液 ， 然 后 接种 于 经 丝 裂 霉 素 处 理 的 3T3 细 胞 滋养 屋 上 ，37 “Cy 5% COEF 


1 清 


47 Sb AR HA 


(fetal bovine serum,FBS) 的 DMEM/F12 培 养 


-EXRIMR AB? 


KWER, FE BE AE ROM RBS 


于 含有 表皮 生长 因子 (epidermal growth factor, EGF) %10% FBS 的 RPMI1640 培 养 液 中 ， 昌 


细胞 培养 板 预先 用 经 丝 
细胞 并 稳定 生长 至 第 8~10 代 00。 亦 有 学 者 在 上 述 分 离 培养 方法 的 基 而 
等 动物 的 毛 外 根 攻 细胞 及 其 他 毛 事 台 
究 , 但 有 关山 羊毛 宫 细 胞 体外 培养 研究 , 尤其 是 
A AY AH HL GA 
上 ， 拟 对 和 蛋白酶 处 理 皮肤 


离 培 养 了 大 鼠 、 牛 、 羊 驼 、 猪 、 
者 在 动物 毛 赛 细胞 培养 方面 ; 
胞 系 建立 等 方面 的 # 


Sb AR HAA 
不 多 。 本 试验 在 借鉴 国 


胞 培养 方法 。 研 究 表 


固 贴 附 于 培养 
能 获得 毛 吉 外 根 蒜 细胞， 但 仍 存在 
少量 非 外 根 鞘 细胞 ， 且 细胞 传 至 第 8~10 代 后 出 现 凋 亡 现 象 ， 以 致 无 法 继续 进行 传代 培养 。 

胞 的 培养 多 以 人 的 毛 宫 为 细胞 的 组 织 来 源 。 对 于 其 他 哺乳 动物 外 根 薄 细胞 
明 , 将 分 离 得 到 的 小 鼠 触 须 毛 赛 接 种 


胞 的 培养 ,分离 带 有 外 根 萌 部 
行 胰 酶 消化 处 理 ， 随 后 将 毛 宫 转移 至 工 型 和 IV 型 胶原 包 被 的 塑料 培养 


底 壁 后 ， 换 用 


裂 霉 素 C 处 理 的 表皮 细胞 滋养 层 覆 盖 ， 可 成 功 分 离 得 到 纯 一 的 外 根 鞘 


ÎTI KEHA 


上 加 以 改进 ， 成 功 分 
尽 


管 许多 学 


| 胞 12-13]。 


RIE AMT Be, 可 应 用 于 动物 毛 宫 研究 方 


内 外 其 他 学 者 分 离 、 纪 


化 与 接种 方法 的 基础 


胞 系 亦 


组 织 和 次 级 毛 宫 分 离 方法 进行 改进 ， 提 高 外 根 鞘 细胞 获得 率 ; 传代 培养 达 第 40 代 时 ,进行 外 


根 东 细胞 生长 特性 研究 与 染色 体 分 析 ， 以 建立 动物 毛 宫 太 


wl 


量 等 开拓 新 的 途径 。 


lin 


FERN AE BEE 
的 生长 、 发 育 、 分 化 的 有 
塞 生长 调节 机 制 以 及 羊 的 绒毛 生长 退化 机 理 ， 


长 发 育 规律 及 其 影 
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AE, EEA AYE EMR AH AR, SCHR IMR 


FEA Ta? 


HAR SAAN A 


ARRAY «RY LL RAG ESD AR 


胞 分 离 培养 方法 ,可 为 进一步 


响 因素 黄 定 基础 .同时 也 可 为 进一步 研究 毛 吉 细胞 


| 胞 进行 研究 ， 探 讨 毛 


最 终 将 为 提高 品种 毛 、 绒 、 皮 产品 的 产量 和 质 


另外， 以 山羊 毛 吉 外 根 音 
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完 外 根 蔓 细 胞 与 毛 乳 头 、 内 
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考 。 
1 材料 与 方法 


1.1 主要 试剂 与 药品 


DMEM/F12 培 养 液 为 Gibco 公 司 产 品 ， 无 血清 角质 细胞 培养 液 Ckeratinocyte-serum free 


medium,K-SFM) 为 Gibco 公 司 产 品 ; FBS 为 MDgenics 公 司 产品 ; ARSE A 


酶 为 Sigma 公 司 产品 ; 


EGF 为 Sigma 公 司 产品 ;胰岛素 样 生长 因子 - [ (insulin-like growth factor- I ,IGF- I) 和 氧化 


可 的 松 (hydrocortisone ) 为 Peprotech 公 司 产品 ， 青 霉 素 钠 (benzylpenicillin sodium) 为 山东 


鲁 抗 辰 欣 药 业 有 限 公 司 产品 ;硫酸 链 霉 素 (streptomycin sulfate) 为 山东 瑞 阳 


as 
ay 


; FAN PA Sz 


< 
a 
qu 


药 业 有 限 公 司 


19 (cytokeratin-19,CK-19) 抗体 为 Acris 公 司 产品 ;， 即 用 型 


; 秋水 仙 碱 〈colchicine) 为 Sigma 公 司 产 品 ，Giemsa 染 液 〈Giemsa stain) 为 Fluka 公 司 


Biotin SP-HRP 


免疫 组 化 试剂 盒 和 二 氨基 联 薪 胺 (DAB) 显 色 试 剂 盒 为 北京 易 国 昌盛 生物 技术 公司 产品 。 


完全 培养 液 : 含 10 ng/mL EGF、10 ng/mL IGF-I. 0.1 ng/mL 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 


(bFGF) 0.4 hg/mL 氢 化 可 的 松 和 10% FBS 的 DMEMVF12 培 养 液 。 


工作 培养 液 : 含 10 ng/mL IGF- I 10 ng/mL EGF, 0.1 ng/mL bFGF, 0.4 hg/mL 氧 化 可 


的 松 的 无 血清 角质 细胞 培养 液 。 


的 松 和 2% FBS 的 DMEM/F12 培 养 液 。 


维持 培养 液 : 含 10 ng/mL IGF- I ~ 10 ng/mL EGF, 0.1 ng/mL bFGF, 0.4 pg/mL Ah ay 


D-Hank’s 液 : 由 8 g/L NaCl. 0.4 g/L KCl. 0.06 g/L NasHPOg- H20, 0.06 g/L KH2PO4 0.35 


g/L NaHCO3 和 0.4 


磷酸 盐 缓冲 液 (PBS): H 


KH2PO4 组 成 o 


冻 存 培养 液 : 


ILT L R. 


H8 g/L NaCl, 0.2 g/L KCI, 1.56 g/L Na2HPO4.H2O 和 0.2 g/L 


10% — PÆ (DMSO) 和 30% FBS 的 DMEMVF12 培 养 液 。 


Carnoy's 固 定 液 : 3 倍 体积 的 甲醇 加 1 倍 体积 的 冰 醋 酸 ， 现 配 现 ) 


1.2 ”试验 动物 与 样品 采集 


怀孕 母 羊 购 自 山 东 省 济宁 


试验 站 羊 场 。 运 月 


并 于 冰 


上 保存 。 


嘉祥 县 种 羊 场 , 饲养 于 山东 农业 大 学 动物 科技 学 院 畜 牧 科技 
日 外 科 手 术 的 方法 ， 随 机 活体 采集 出 生 1~3 日 龄 的 羔羊 背部 约 0.5 cmx0.5 cm 
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78 ”的 皮肤 组 织 块 ， 将 皮肤 组 织 块 放 入 碘 洒 和 酒精 约 30 s 进 行 消毒 ， 再 用 生理 盐水 洗 净 酒精 ， 迅 


79 ” 速 将 皮肤 组 织 块 放 入 无 血清 DMEM/F12 培 养 液 ， 于 冰 盒 中 带 回 实验 室 。 在 12 h 内 进行 分 离 培 


80 养 。 
81 1.3 外 根 畏 细胞 原 代 培 养 用 细胞 培养 板 的 处 理 
82 将 预先 培养 的 山羊 皮肤 成 纤维 细胞 接种 于 6 孔 细 胞 培养 板 中 ， 每 孔 加 入 3 mL 含 10% FBS 


83 ”的 DMEMVF12 培 养 液 ， 37 °C. 5% CO 浓度 的 饱和 湿度 条 件 下 进行 培养 。 经 3~5 d 细 胞 生长 至 


84 ”汇合 时 ， 除 去 培养 液 。 加 入 约 3 mL 的 无 菌 1% Triton X-100 于 单 层 细 胞 上 ，37 孵育 30 min 


85 后， 去除 Triton X-100 溶 液 ， 用 无 菌 超 纯 水 冲洗 干净 ， 置 于 4 C 下 备用 。 
86 ”1.4 山羊 毛 吉 外 根 靖 细胞 的 原 代 培 养 

87 将 活体 采集 的 皮肤 组 织 块 带 回 实验 室 ， 经 70% 酒 精 漫 泡 消毒 ，D-Hank’s 液 洗 净 酒精 后 ， 
88 ”随即 置 于 体式 显微镜 下 , 用 弯 头 眼科 剪 和 解剖 针 在 培养 呈 中 尽量 刮 去 残余 裸露 毛 干 及 皮下 脂 


= 89 ” 肪 , 无 菌 生理 盐水 冲洗 去 表面 污 物 , WPA 75% CR, 用 含有 青霉素 (400 U/mL) 、 


= 90 = EF (400 g/mL) MÆRK (Tylosin) (250 ug/mL) 的 D-Hank’s 液 再 清洗 皮肤 组 织 


91 ， 块 ， 直 至 上 清 液 清亮 。 浸 入 新 的 D-Hank’s 液 中 带 入 无 菌 间 进 行 下 一 步 的 操作 。 


92 进入 无 菌 间 后 , 吸 去 D-Hank’s W, 将 前 期 进行 处 理 的 皮肤 组 织 块 , 浸入 约 10 mL 0.25% 
93 ”中 性 和 蛋白酶 ，4 'C 消 化 过 夜 。 然 后 放 入 新 的 D-Hank’s 液 中 ， 手 术 刀 在 真皮 与 皮下 组 织 之 间 
94 WF, HAAS hima, 在 体式 显微镜 下 用 炎 菌 钞 子 夹 住 次 级 毛 守 远 端 ， 顺 毛 
95 STAKE, BT 0.25% 胰 蛋白酶 中 消化 5 min， 随 后 将 游离 毛 上 吉 均匀 贴 附 于 预先 铺 有 
96 ”山羊 皮肤 成 纤维 细胞 的 胞 外 基质 的 6 孔 培 养 板 中 ， 按 照 每 孔 3 mL 加 入 完全 培养 液 ，37 °C. 
97 5% CO: 浓 度 培 养 箱 中 进行 培养 。 待 毛囊 周围 迁移 出 大 量 细胞 后 ， 更 换 为 相同 体积 的 工作 增 


98 ” 养 液 ,在 37 C, 5% CO 浓度 下 启动 原 代 培养 。 待 游离 出 的 毛 塞 外 根 鞘 细胞 生长 成 单 层 后 ， 


99 。 消化 移入 培养 瓶 中 进行 培养 ，2~3 d 更 换 1 次 工作 培养 液 。 


100 1.5 细胞 的 传代 培养 
101 当 毛 吉 外 根 鞘 细胞 生长 至 会 合 状态 后 ， 进 行 传代 。 首 先 弃 掉 旧 培 养 液 ，D-Hank's 液 冲 


102 ” 洗 细 胞 1 次, 加 入 约 1 mL 浓度 为 0.2$% 的 胰 和 蛋白酶 浸润 细胞 数秒 。 弃 去 液体 后 , 再 加 入 4 mL 
103 ”浓度 为 0.25% 的 胰 蛋 白 酶 , 常温 下 消化 处 理 约 5 min。 当 观察 到 有 细胞 贴 附 的 瓶 壁 逐 渐变 白 ， 


104 ”有 上 且 轻 轻 晃动 有 微小 细胞 团 块 脱落 时 , 便 可 加 入 6mL 完全 培养 液 终止 消化 , 吹 打 并 悬浮 细胞 ， 


China ihi Ade HII 
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105 ”计数 ,稀释 细胞 密度 至 10 个 /mL， 取 5 mL 悬 液 加 入 25 cm? (最 大 培养 面积 ) 培养 瓶 中 ， 按 


106 ”每 瓶 10 mL 量 加 入 工作 培养 液 放 回 培养 箱 中 继续 培养 ,此 后 每 3 d 更 换 工作 培养 液 1 Ko fF 


107 ”外 根 峭 细胞 稳定 生长 至 第 8~10 代 时 ， 更 换 等 量 的 维持 培养 液 进 行 培养 ， 以 利于 外 根 畏 细胞 
108 ”在 体外 长 期 传代 ,挑选 可 稳定 遗传 的 对 数 生 长 期 毛囊 外 根 世 细 胞 进行 形态 学 观察 并 测定 生长 
109 ”曲线 。 


110 1.6 山羊 毛 宫 外 根 鞘 细胞 的 Giemsa 染色 


111 将 灭 菌 盖 玻 片 放 入 一 次 性 细胞 培养 四 中 ， 取 2 mL SEA A se OO A Se OL, 
112 ”和 置 于 CO 培养 箱 中 培养 。 待 外 根 东 细胞 在 盖 玻 片上 长 成 民 好 单 层 后 ， 取 出 玻 片 并 浸入 无 水 甲 


113 ” 醇 中 国定 15 min， 再 用 新 的 无 水 甲醇 冲洗 细胞 ， 随 即 放 入 纯 的 Giemsa 染 液 中 染色 5~10 min. 
114 ”从 Giemsa 染 液 中 取出 玻 片 经 过 干燥 和 二 甲 茶 透明 。 最 后 ， 中 性 树脂 封 片 ， 显 微 镜 下 观察 、 


115 ”拍照 。 


本。 ”116 17 细胞 生长 曲线 的 测定 
= a 收获 第 5 代 处 于 对 数 生 长 期 外 根 鞘 细胞 ,采用 细胞 传代 的 方法 制 成 细胞 悬 液 。 经 计数 后 


118 ”将 密度 为 1.02x104 个 /mL 的 细胞 悬 液 接种 于 24 孔 细胞 培养 板 中 ， 每 孔 1 mL。 每 隔 24 h 取 出 3 个 


` 


Ww 


”119 ”和 孔 的 细胞 分 别 进行 计数 ， 取 平均 值 。 以 培养 时 间 为 横 轴 ， 每 天 的 细胞 数 平均 值 为 纵 轴 ， 绘制 
120 ”体外 培养 毛 事 外 根 鞘 细胞 的 生长 曲线 。 

121 ”1.8 山羊 毛 吉 外 根 萌 细胞 的 染色 体 核 型 分 析 

122 待 传代 培养 第 40 代 的 外 根 鞘 细胞 生长 至 对 数 生长 期 时 , 将 细胞 移入 25 mL 培养 瓶 中 , CO> 
名 123 ”培养 箱 中 培养 54h。 将 0.5 pg/mL 秋 水 仙 素 加 入 维持 培养 液 中 ，37 'C 条 件 下 继续 培养 约 8 h， 


124 ”大 部 分 细胞 处 于 分 裂 中 期 。 胰 和 蛋白 酶 消化 分 离 细 胞 ， 转 入 15 mL 离心 管 中 ，1000 r/min, 4 °C 


125 ”离心 10 min 收 集 细胞 。 吸 去 上 清 液 逐 滴 加 入 0.5 mL 预 温 37 CC 的 低 渗 液 ( 即 0.075 molL 的 KCl 


126 ”溶液 ) 并 混 匀 ， 随 即 补 加 低 渗 液 至 10 mL， 用 吸管 轻 轻 吹 打 均匀 ，37 CH A30 min. IEAk 


127 ” 理 后 向 管 中 加 入 1 mL 新 鲜 Carnoy’s 固 定 液 进 行 预 固 定 ， 离 心 去 上 清 后 加 入 10 mL 新 鲜 


128 ”Camoy's 液 进行 固定 ， 重 复 离心 加 液 进行 再 固定 。 将 清洁 载 玻 片 进行 4 C 预 冷 处 理 ， 取 出 后 
129 ”将 其 倾斜 45° 放 置 ， 在 上 方 约 1 m 高 度 用 吸管 迅速 滴 加 2~3 滴 固定 后 的 细胞 惹 液 ， 室 温 干燥 。 


130 最后， 进行 Giemsa 染 色 ， 中 性 树脂 封 片 ， 先 用 低 倍 镜 寻 找 良 好 分 裂 相 ， 再 用 高 倍 镜 观 察 。 


131 ”1.9 毛 融 外 根 菏 细胞 的 免疫 细胞 化 学 鉴定 
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132 取 1.5 mL 第 $ 代 外 根 鞘 细 胞 悬 液 均匀 接种 于 清洁 无 菌 的 盖 玻 片上 ， 置 于 37 °C. 5% CO2 
133 ”浓度 培养 箱 中 培养 。 待 外 根 峭 细胞 长 至 闵 玻 片 80% 以 上 面积 时 ， 取 出 羡 玻 片 经 PBS 清 洗 后 ， 


134 1-20 'C 预 冷 的 醋酸 乙醇 固定 液 固定 20 min，PBS 清 洗 3 次 (每 次 3 min) 。 按 照 即 用 型 Biotin 


135 ”SP-HRP 免 疫 组 化 试剂 盒 说 明 步 又 进行 细胞 角 和 蛋白 19 (CK-19) 免疫 细胞 化 学 检测 。 最 后 用 


136 DAB 于 暗 处 显 色 3~10 min， 蒸 馏 水 清洗 后 ， 观 察 ， 照 相 。 
137 110 毛 守 外 根 畏 细胞 的 冷冻 保存 与 复苏 
138 选择 第 $ 代 对 数 生长 期 细胞 ， 利 用 传代 培养 的 方法 制 成 细胞 悬 液 ，1 000 r/min， 离 心 10 


139 ”min， 取 上 清 后 加 入 冻 存 培养 液 ( 含 10% DMSO 和 30% FBS 的 DMEM/F12 培 养 液 ) ， 调 整 细 


140 ” 胞 密度 为 5x105 个 /mL, 分 装 入 5 mL 无 菌 冻 存 管 中 , 封口 , 标记 。 将 冻 存 管 依 次 置 于 4 Cih 


141 -20 C 1h, -70 C 12h， 最 后 移入 液 氮 中 长 期 保存 细胞 。 

) 142 复苏 细胞 时 ， 用 40 C 温 水 快速 解冻 细胞 ， 然 后 转 入 15 mL 离心 管 ， 逐 滴 加 入 10 mL 维持 
= 143 GSN I, FCT ea, 1000 r/min 离心 10 min， 弃 上 清 。 再 用 
二 。 ”144 ”维持 培养 液 适当 稀释 后 ， 按 5x105 个 /mL 的 细胞 密度 接种 于 培养 瓶 。 

N 145 ”1.11 细胞 活 率 与 贴 壁 率 的 测定 

C 146 运用 台 盼 蓝 染 料 排 斥 法 ， 计 数 1000 个 细胞 ， 测 定 细 胞 冻 存 前 和 复苏 后 的 活 率 ， 并 观察 
147 ”细胞 复苏 后 的 贴 壁 情况 ， 统 计 分 析 细 胞 活 率 与 贴 壁 率 。 

148 ”1.12 ” 毛 宫 外 根 鞘 细胞 的 形态 回复 试验 

149 收获 传 至 第 40 代 的 生长 良好 的 单 层 外 根 畏 细胞 ， 在 37'C、5% CO; 浓 度 的 条 件 下 ， 用 10 
O 150 ”mL 维持 培养 液 和 10 mL 工作 培养 液 进行 传代 培养 ， 每 3 d 更 换 1 次 培养 液 ， 观 察 外 根 鞘 细胞 的 
151 ”生长 情况 和 形态 变化 。 


152 2 结果 与 分 析 

153 ”2.1 原 代 培养 的 毛 宫 外 根 鞘 细胞 的 形态 学 观察 
154 利用 贴 壁 法 分 离 毛 宫 外 根 鞘 细胞 ， 在 含 完全 培养 液 中 ，4-~5 d 便 可 见 毛囊 外 根 畏 边 缘 向 
155 ”外 游离 生长 出 单个 细胞 ， 细 胞 呈 圆 形 ， 随 后 伸展 成 多 角形 的 形态 〈 图 1-a)。 培 养 7 d 即 可 明显 
156 ”看 到 大 量 细胞 从 外 根 鞘 边缘 生长 出 来 "图 1-b)。 随 着 游离 生长 细胞 的 增多 ， 生 长 速率 逐渐 加 
胞 进入 对 数 生长 期 。 在 倒置 相差 显微镜 下 观察 ， 可 见 游离 出 的 毛 吉 外 根 坦 


ANS 


157 ” 快 ， 在 15 dhf, 


158 ”细胞 以 短 梭 形 和 多 角形 为 主 ,细胞 饱满 ， 透 明度 高 ， 胞 体 向 外 伸 出 2~4 个 片 足 ， 胞 核 卵 圆 形 ， 
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胞 质 较 少 (图 1-c)。 随 后 细胞 向 四 周 呈 克 隆 状 生长 ， 形 成 致密 单 层 后 细胞 变化 为 短 梭 状 平行 
排列 (图 1-d)。 


B AARRE LL AE RE ER 


Fig.l Primary outer root sheath cells of grey goats after in vitro culture (100x) 


2.2 ESESMRARAH I Giemsa 染色 的 观察 


VS Sb Ha FI AE BE AR A HL Giemsa Ja, FY ALAR og SR a, A A eh 
椭圆 形 的 细胞 核 ， 呈 深蓝 色 ， 其 中 可 见 1~2 个 核 仁 “图 2-a)。 观 察 处 于 对 数 生 长 期 的 外 根基 
细胞 , 视野 中 可 见 较 多 量 的 有 丝 分 裂 相 细胞 ,采用 该 染色 法 可 较 清 晰 地 显示 出 细胞 分 裂 的 不 
同时 相 〈 图 2-b)。 当 捞 养 瓶 内 的 细胞 形成 良好 单 层 〈《 即 达到 汇合 状态 ) 后 ， 经 染色 可 见 只 有 极 
少量 细胞 处 于 分 裂 周期 (M 期 )， 大 部 分 细胞 出 现 接触 抑制 《图 2-c)。 其 中 ， 个 别 细胞 出 现 
胞 核 分 裂 ， 胞 质 未 分 裂 的 现象 ， 形 成 合 胞 体 状 〈 第 40 代 ， 图 2-d)。 


图 2 ”体外 培养 的 青山 羊毛 赛 外 根 鞘 细胞 Giemsa 染 色 


Fig.2 Giemsa staining of outer root sheath cells of grey goats after in vitro culture (200x) 
2.3 fe tHE AIAG ESM lA E KEE 

PEARSE FEBS SAR SH 5 I JE HET AS RAE RE EC ke, 细胞 生长 与 分 
有 裂 依然 十 分 旺盛 。 单 层 细 胞 传代 约 7 d 后 便 可 重新 长 成 单 层 ， 其 对 于 胰 和 蛋白 酶 消化 的 敏感 性 
也 较 原 代 培 养 细胞 明显 增强 。 从 体外 培养 的 外 根 鞘 细胞 的 生长 曲线 〈 图 3) 可 以 看 出 ， 细 胞 
贴 壁 生长 的 前 2 d 为 迟缓 期 ， 3~5 d 为 对 数 生长 期 ; 5 d 后 便 进 入 平稳 期 和 衰退 期 。 细 胞 群体 倍 
增 时 间 为 31.9h， 说 明 外 根 蔓 细 胞 经 传代 培养 后 其 生长 与 分 裂 能 力 依然 旺盛 。 
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6 7 


图 3 青山 羊毛 襄 外 根 畏 细胞 生长 曲线 


Fig.3 Growth curve of outer root sheath cells of grey goats 


2.4 REM AAA LS A od oT 


选取 传 至 第 40 代 的 细胞 ， 进 行 染 色 体 标本 计数 。 结 果 表 明 ， 济 宁 青 山羊 染色 体 为 2n=60 
的 细胞 占 主体 , 但 是 个 别 细胞 的 染色 体 发 生 缺 失 与 丢失 , 出 现 了 典型 的 非 整 倍 体 性 细胞 系 染 
色 体 特征 , 说 明 体外 培养 环境 对 细胞 的 遗传 稳定 性 有 影响 作用 ; 然而 ,在 选取 进行 计数 培养 
细胞 中 ， 拥 有 60 条 染色 体 的 细胞 数 仍 可 占 总 细胞 数 的 58.3%， 且 这 些 细胞 的 核 型 均 正常 (图 


4)。 因 此 ， 所 建立 的 细胞 系 确 为 青山 羊 细 胞 系 。 


wes 


ieee Ge? alee ee a 
0 m = Bae a BO 8 国 oe 
48 50 51 52 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 


染色 体 数 a 


a: 第 40 代 外 根 蒜 细胞 染色 体 数 ; b: 第 40 代 外 根 永 细胞 分 裂 中 


期 染色 体 。 


a: chromosome count of passage 40 outer root sheath cells; b: passage 40 outer root sheath cells at metaphase 


of cell division. 


Ba BARE LL AE Sb AR A EAT 


Fig.4 Chromosome analysis of passage 40 outer root sheath cells of grey goats 


2.5 ”和 毛 训 外 根 畏 细胞 免疫 细胞 化 学 鉴定 


应 用 免疫 细胞 化 学 染色 技术 检测 体外 培养 的 低 传 代 次 数 〈 第 5 代 ) 的 外 根 靖 细胞 的 骨架 
蛋白 -细胞 角 和 蛋白 19 表 达 情 况 。 显 微 镜 观 察 结果 显示 分 离 培养 的 细胞 质 呈 黄 神色 ， 表 明 外 根 
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未 细胞 角 和 蛋白 19 表 达 呈 阳性 〈 图 5)， 而 角 和 蛋白 19 为 毛 外 根 鞘 细胞 和 皮肤 干细胞 的 标记 ,因此 
证 实 本 试验 分 离 培养 的 细胞 确 为 由 毛 吉 干细胞 分 化 来 的 外 根 划 细 胞 。 


图 5 青山 羊毛 圳 外 根 未 细胞 免疫 细胞 化 学 染色 


Fig.5 Immunocytochemecal staining of outer root sheath cells of grey goats (100x) 
2.6 SES} HCE Hl AD 8 5 UH BES 
利用 血球 计数 板 测 定 细胞 冻 存 前 24 h 的 平均 活 率 及 细胞 复苏 后 24 h 的 平均 活 率 与 贴 壁 
率 ， 统 计 分 析 结 果 表 明 ， 青 山羊 毛 吉 外 根 蒜 细胞 东 存 前 和 复苏 后 平均 活 率 分 别 为 94.4% 和 
92.1%， 复 苏 24 h 后 约 有 85% 细 胞 贴 附 瓶 底 生长 。 由 此 可 见 ， 冻 存 和 复苏 对 传代 细胞 活力 状 
况 的 损害 较 小 ， 细 胞 生长 状态 良好 图 6)。 


a: 冻 存 前 的 毛 宫 外 根 鞘 细胞 ;，b: 复 苏 后 24 h 的 毛囊 外 根 请 细胞 。 


a: outer root sheath cells before cryopreservation; b: outer root sheath cells after 24 h of recovery. 
B6 AFISAJ WE LL EE 
Fig.6 Outer root sheath cells of grey goats before cryopreservation and after recovery (100x) 

2.7 ESP HCH Hel BF AS [ol BZ 

将 传代 培养 至 第 40 代 的 外 根 鞘 细胞 ， 在 工作 培养 液 进行 持 续 培养 。7 d 后 可 观察 到 ， 在 
工作 培养 液 中 的 外 根 鞘 细胞 ,其 形态 由 原来 的 以 成 纤维 样 细胞 形态 为 主 , 逐渐 转变 成 以 内 皮 
样 细胞 形态 为 主 〈 图 7-a); 而 外 根 畏 细胞 在 含 维持 培养 液 中 持续 培养 ,其 形态 仍 以 成 纤维 样 
细胞 形态 为 主 ( 图 7-b)。 
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a 培养 于 工作 培养 液 中 的 外 根 蒜 细胞 ，b: 培 养 于 维持 培养 液 中 的 外 根 畏 细胞 。 


a: outer root sheath cells cultured in working culture medium; b: outer root sheath cells cultured in feeding 


medium. 


图 7 ”第 40 代 青山 羊毛 宫 外 根 鞘 细胞 的 形态 回复 


Fig.7 Morphology recovery of passage 40 outer root sheath cells of grey goats (100x) 


3 Ww 论 


BYE Be re H ERA BSR I a» TEE 5 A HE a 2k ta OS EE 


发 育 机 制 的 基础 。 


获得 可 在 体外 长 期 培养 的 毛 训 外 根 畏 


毛 训 外 根 稍 细胞 在 组 织 发 生 、 


生物 学 特性 等 方面 与 毛 夺 干细胞 密切 相关 ， 


胞 系 , 可 为 研究 外 根 鞘 细 胞 与 毛 乳 头 细胞 等 相关 细胞 


的 相互 作用 ， 最 终 在 体外 成 功 诱导 毛发 再 生 莫 定 基 础 。 


3.1 皮肤 成 纤维 引 


以 往 对 于 毛 赛 外 根 蒜 细 胞 的 培养 ， 


滋养 层 细胞 上 ， 培 养 液 含 血 清和 一 些 添加 剂 。 这 种 培养 方法 不 但 准备 步骤 多 ， 


中 易 出 现 污 染 09。 


胞 的 胞 外 基质 对 外 根 蒜 细胞 贴 壁 的 促进 作用 


常用 的 方法 是 将 细胞 接种 于 辐射 或 丝 裂 霉 素 处 理 
而 


且 操 作 


本 试验 将 游离 毛 吉 接种 于 预先 铺 有 山羊 皮肤 成 纤维 细胞 的 胞 外 基质 的 培养 瓶 中 , EEE 


外 根 坦 细胞 游离 出 来 后 ， 可 见 台 
的 原因 ， 可 能 是 由 于 皮肤 成 纤维 双 
RS FERAE, JMR 

本 试验 所 建立 的 这 种 方法 , 不 仅 可 以 在 短 时 


ALAN BZ AK MET BEA 


胞 生长 迅速 ， 经 10~15 d 便 可 形成 一 层 膜 相 结 构 。 分 析 其 中 
胞 对 毛 训 外 根 畏 细胞 的 贴 壁 生长 有 促进 作用 , 而且, 体内 


胞 紧密 相连 ， 关 系 极为 密切 。 


DEBE VWF IEA 


的 混入 。 此 外 ,， 利 


胞 法 更 简便 易 行 , 并 且 
青山 羊皮 肤 成 纤维 细胞 


~ 


间 内 获得 大 量 单 层 外 根 英 细胞 , 而 且 操 作 步 


有 效 地 避免 了 操作 过 程 中 的 微生物 污染 与 杂 细 胞 
的 胞 外 基质 做 培养 瓶 表面 覆盖 物 ， 能 够 为 原 代 载 


养 的 细胞 提供 更 为 接近 体内 的 细胞 外 环境 ， 有 利于 刺激 毛 赛 外 根 鞘 细胞 重新 恢复 分 裂 能 力 ， 


这 也 是 能 够 成 功 i 


行 细胞 传代 培养 的 


BARE Z 


3.2 MAAS DUT ae a 
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281 1982 年 ，Wellsu5 采 用 机 械 分 离 方法 获得 游离 毛囊 ， 然 后 将 其 直接 培养 于 塑料 培养 四 中 。 
282 该 方法 虽然 可 获得 毛 宫 外 根 鞘 细胞 ， 但 是 游离 毛 宫 需 经 15~20 d 才 有 细胞 外 迁 ， 且 外 根 鞘 细 
283 ” 胞 的 产量 较 低 ， 再 生 能 力 较 差 ， 无 法 进行 传代 培养 。1994 年 ，Kurata 等 09 将 分 离 出 的 毛 宫 经 
284 胰 和 蛋白 酶 消化 处 理 后 ， 获 得 外 根 鞘 细胞 悬 液 进行 培 养 ， 但 该 方法 不 仅 前 期 准备 烦琐 费时 ， 且 
285 。” 易 出 现 细 胞 污染 。 此 后 ， 国 内 外 学 者 对 毛 宫 外 根 鞘 细胞 的 分 离 培养 相继 展开 了 研究 ， 采 用 机 
286 ， 械 分 离 毛 宫 贴 壁 方法 培养 ， 虽 然 容易 成 功 ， 但 费时 费力 ， 且 细胞 增殖 缓慢 ;而 采用 单纯 酶 解 
287 方法 进行 培养 ,也 能 获得 成 功 ， 但 是 ,存在 其 他 细胞 污染 与 微生物 污染 的 可 能 性 0719。 本 试 
288 。” 验 将 在 2 种 培养 方法 的 基础 上 进行 改进 和 结合 既 具 有 操作 简便 、 获 得 细胞 量 大 、 细 胞 贴 壁 好 
289 ”等 优点 ， 又 可 有 效 地 避免 细胞 增殖 缓慢 、 不 易 传代 、 细 胞 与 微生物 污染 等 方面 的 不 足 。 

290 33 生长 因子 对 毛 赛 外 根 鞘 细胞 的 调节 作用 


ANS 


291 本 试验 在 培养 液 中 添加 了 10 ng/mL IGF- I ~ 10 ng/mL EGF 和 0.1 ng/mL bFGF， 这 些 生 
292 ”长 因子 是 能 够 顺利 启动 外 根 鞘 细胞 原 代 培养 以 及 成 功 进行 传代 培养 的 关键 因素 。 
293 大 量 研究 表明 , 向 培养 液 中 添加 适宜 浓度 的 生长 因子 , PAE SEP A He J EE 


~N 294 RAHEEM, FE RAERD YE BE A A 1 E T IGF- 
295 I AIEGF, ACHE TRE HS EAEEREN, IGF- [ 具有 胰岛 素 样 代谢 作用 ， 
296 能够 刺激 毛囊 外 根 鞘 细胞 、 毛 乳头 细胞 以 及 黑色 素 细胞 的 增殖 与 分 化 。 运 用 免疫 组 化 方法 证 
297 ”实在 毛 襄 生长 周期 的 不 同 阶 段 均 有 IGF- I FEE PE MR IA J A uh , 
= 298 ”表明 IGF- | GRAMM OE RA AEZH D HE A © EGR — Pb ed 5 2 ed SE) Yb 
299 ” 源 性 生长 因子 , 能 调节 细胞 周期 进程 ,对 多 种 细胞 增殖 有 刺激 作用 。 国 内 外 研究 者 运用 免疫 
显影 技术 发 现 , 离 体 或 在 体 状态 下 毛 圳 外 根 畏 部 位 均 有 EGF 和 EGF 受 体 的 
301 ”存在 。 提示，EGF 与 毛 守 外 根 靖 细胞 上 的 EGF 受 体 结合 ， 可 促进 细胞 内 DNA、RNA 和 凑 且 
302 ” 氨 酸 的 合成 ， 调 节 和 蛋白 质 的 合成 ， 引 起 外 根 畏 细胞 的 生长 、 合 成 与 分 泌 活 动 的 变化 9。 
303 年来， 一 些 学 者 就 bFGF 对 毛 宫 外 根 蔓 细胞 和 毛 乳 头 细胞 体外 培养 的 影响 作 了 深入 的 研究 。 
304 发现 体外 培养 的 外 根 划 细胞 和 和 毛 乳 头 细 胞 均 有 bFGF 及 其 受 体 的 表达 ， 并 且 向 培养 体系 中 添 
305 ”加 bFGF 对 细胞 有 较 强 的 有 丝 分 裂 作用 吕 。 

306 本 试验 在 前 人 研究 和 对 比试 验 的 基础 上 ， 向 培养 液 中 添加 了 10 ng/mL IGF- I ~ 10 ng/mL 
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oe 


300 ”组 织 化 学 和 放射 自 


307 ”EGF 和 0.1 ng/mL bFGF， 这 些 生长 因子 顺利 协助 启动 了 外 根 鞘 细胞 的 
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3.4” 非 毛 吉 外 根 畏 细胞 的 4 
胞 的 生长 抑 
代 的 关键 


ENR 


JEB SE MR AHA 


长 抑制 与 去 除 
判 与 去 除 是 保证 外 根 鞘 名 
因素 之 一 。 研 究 发 现 ， 细 胞 培养 液 中 的 


分 化 与 形态 变化 ， 且 有 利于 成 纤维 双 


细胞 的 增殖 得 到 明显 抑制 ， 而 表皮 于 多 
加 。 近 年 来 无 
Fe, FOULS A 


JTC MGS HBAS CR BEF HSE SMR? 


清 角 质 细 胞 培养 液 越 来 越 多 的 应 ) 


加 


HERG 


向 外 游离 生长 细胞 。 且 该 方法 


分 受 损伤 严重 , 分 离 出 的 旨 


到 培养 液 中 进行 培养 , 获得 了 较 多 量 的 外 根 鞘 细胞 ,然而 


4 细胞 培养 与 纯化 的 最 好 选择 。 除 培养 液 与 血清 能 
分 离 与 接种 方法 亦 可 影响 毛 外 根 峭 
皮肤 中 拔 出 毛 圳 ， 随 后 人 


个 别 游离 毛 吉 能 够 贴 壁 并 向 周围 


胞 中 皮脂 腺 名 
纯化 培养 。Hoeller 等 多 将 分 离 毛 宫 经 胰 和 蛋白 


[ 清 成 分 


胞 的 增殖 ， 从 而 抑制 


A 


A 


ChinaXiv 


胞 体外 培养 的 原 代 局 动 及 成 功 传 
EALAR 
TERS 


附 因 子 ， 可 促进 细胞 的 
MAJEKI, Jahoda 


胞 ， 接 种 96 h 后 观察 发 现 ， 成 纤维 
胞 与 毛 外 根 鞘 细胞 的 增殖 时 间 缩 短 、 增 殖 台 


胞 数量 增 


胞 培养 液 富 含 铜 、 硒 、 锌 等 微量 元 素 和 丰富 


生长 出 细胞 , 然而 多 数 分 离 毛 吉 因 未 贴 壁 或 贴 壁 不 牢 而 无 法 


IF ERT? 


够 影响 毛 外 根 前 


胞 及 成 纤维 细胞 


AS ES MRA 


胞 的 纯化 培 


Ne 


H 


遗留 在 组 织 内 ， 且 易 混杂 生长 较 多 成 纤维 细 


行 预 处 理 , Ri 


ZIRE 


的 必需 氨基 酸 ， 可 以 作为 外 根 
4 细胞 纯度 外 ,游离 毛 宫 的 
与 其 他 细胞 的 比例 。Limat 等 2 首先 在 显微镜 下 直接 从 新 


判 成 游离 毛 宫 混 悬 液 接种 于 培养 基质 上 进行 增 养 ,该 方法 虽然 


因 前 期 未 对 皮肤 组 织 样品 进行 消化 处 理 , TRS MR AB 
EZ, 不 利于 进一步 的 外 根 划 细胞 


酶 和 乙 二 腕 四 乙酸 EDTA) 溶液 处 理 后 ， 加 入 


分 离 毛 赛 时 亦 有 部 分 外 根 
胞 ， 影 响 后 期 的 细胞 纯化 。 

本 试验 在 借鉴 国内 外 其 他 学 者 分 离 与 接种 方法 的 基础 上 ， 
蛋白 酶 对 皮肤 组 织 ; 


首先 ， 利 用 4 C 0.25% 中 性 


FE 所 分 离 得 到 的 游离 次 级 毛囊 外 根 鞘 部 分 的 完整 性 ; 其 次 ， 


将 分 离 的 次 级 毛 宫 采用 先 贴 附 培养 基 质 再 进行 0.25% 胰 和 蛋白酶 消化 处 理 以 及 加 入 少量 含 高 


浓度 血清 
根 划 细胞 所 占 比 例 ， 利 于 进 
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a 


结 ie 


ASN IA FA BEAK ET AE? 


细胞 的 原 代 培 养 , BSNS ERA FRET SLES MR 


胞 外 基质 诱导 和 机 械 分 离 与 酶 消化 


(10% FBS) 培养 液 促 贴 壁 等 试验 手段 ， 提 高 了 游离 毛 宫 的 贴 壁 率 及 获得 细胞 中 外 


步 获取 纯 一 的 外 根 鞘 细胞 。 


结合 方法 成 功 启 动 了 外 根 


细胞 系 。 12 


胞 系 已 稳定 


传 至 第 40 代 ， 生 长 分 裂 状态 良好 ， 细 胞 群体 倍增 时 间 约 为 51.9 h。 经 细胞 染色 体 分 析 与 形态 


作 期 刊 


335 


336 


337 


338 


339 


340 


341 


342 


343 


344 


345 


346 


347 


348 


349 


350 


351 


352 


353 


354 


355 


356 


357 


358 


359 


360 


361 


回复 的 试验 鉴定 结果 表明 , SEE SR A R IE A eA FE EE RS LL, 
尤其 是 毛 宫 主要 细胞 间 的 相互 作用 机 制 提供 良好 模型 。 
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Establishment of Outer Root Sheath Cell Line of Goats 
CUI Zhifeng' YU Huiguo!” ZHANG Zhong! WANG Hui? ZENG Yongqing” 
(1. Shandong Vocational College of Science and Technology, Weifang 261053, China; 2. College 
of Animal Science and Technology, Shandong Agricultural University, Tai’an 271018, China) 

Abstract: This study was conducted to establish a pure and genetically stable outer root 
sheath cell (ORSC) line of goats. Dorsal skin of lambs of Jining grey goats was collected under 
living condition. The method of mechanical separation conjugation with enzyme digestive was 
conducted to obtain ORSCs. ORSCs were cultured in keratinocyte-serum free medium with 
epithelial growth factor (EGF), insulin-like growth factor- I (IGF-I), basic fibroblast growth 
factor (bFGF) and hydrocortisone for primary culture under the conditions of 5% carbon dioxide 
and 37 °C. After primary cells spread the culture flask, the subculture was started. The cells at 
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passages 8 to 10 were then cultured in DMEM/F12 with EGF, IGF- | , bFGF, hydrocortisone and 
FBS for long-term culture. Growth characteristic and karyotype analysis were carried out using 
passage 40 cells. The results showed that the in vitro cultured cell population cost 51.9 h to 
perform doubling, the most of chromosome type was 2n=60 type, but appeared the uncompleted 
chromosome; the immunocytochemecal results showed that cytokeratin-19 was positively 
expressed in the cell line. In conclusion, the cells separated and cultured in the present study 
were ORSCs that differentiated from stem cells of hair follicle of goats, and a ORSC line of goats 
in vitro culture was successfully established. 

Key words: outer root sheath cell; cell line; Jining grey goat; growth characteristic; chromosome 
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